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La autoincompatibilidad es definida como la inhabilidad de una planta
hermafroditaparaproduciruncigotoluegodelaautopolinización,porlotantoconstituye
unmecanismogenéticoqueevita laautofertilizaciónen lasplantas (Nettancourt,2005).
Dichomecanismoaseguralavariabilidadgenéticaevitandoladepresiónporendogamiay
promoviendo la polinización cruzada, por lo que su efectividad asegura el éxito en la
evolución de las especies. Según Nettancourt (2005), la autoincompatibilidad está
presenteenmásdelamitaddelasespeciesdeAngiospermas.
La autoincompatibilidad puede ser clasificada como homomórfica o
heteromórfica: en el primer caso las flores presentan un único tipo morfológico; en el
segundopuedehaberdosotrestiposmorfológicosylafecundaciónseproducesolamente
entretiposdiferentes.
Los sistemas de autoincompatibilidad han sido clasificados en función del
genotipo que la determina: si está determinado por el genotipo del polen (genotipo
haploide) la autoincompatibilidad se denomina gametofítica, si está determinada por el
genotipodelaplantaquedaorigenalpolen(genotipodiploide)sedenominaesporofítica.
La autoincompatibilidad gametofítica es más común y se ha encontrado enmás de 60
familias a diferencia de la esporofítica que sólo ha sido encontrada en siete familias:
Brassicaceae,Asteraceae,Convolvulaceae,Betulaceae,Caryophyllaceae,Polemoniaceaey
Malvaceae(KaoyMcCubbin,1996;HiscockyMcInnis,2003).
Stone yGoring (2001) afirman que, en el nivelmolecular, los sistemas de auto
incompatibilidadsehanestudiadoenmuypocasfamilias.Lasfamiliasmásestudiadashan









los mismos. Esta acumulación permite distinguir entre tubos polínicos compatibles e
incompatibles(HerreroyDickinson,1981;LushyClarke,1997).




por losestudiososdel tema,pero reportesde losaños1980y1990danaconocerque la
autoincompatibilidad ovárica se presenta en muchas especies, tanto leñosas como
herbáceas. Relacionado a la autoincompatibilidad ovárica, Seavey y Bawa (1986)
introducen la expresión autoincompatibilidad de acción tardía (late acting self
incompatibility) y la aplican para referirse a especies que no tienen un sistema
convencionaldeautoincompatibilidad,esdecir, en todos loscasosenque lasfloresson
polinizadasconpolen propio y luego fracasan en la formaciónde sus frutos a pesar del
crecimientoaparentementeexitosode los tubospolínicoshasta losóvulos.Estosmismos








Nettancourt (2005) en su libro 	





	 Klatt. Dicho autor también menciona que la autoincompatibilidad ovárica es
comúnenlasespeciesquetienenestiloshuecos,porquenohaysuficientecontactoentreel






crecimiento similar de tubos polínicos tanto en la autopolinización como en la
polinización cruzada, aunque no se hicieron estudios histológicos que prueben la
ocurrencia o no de la doble fecundación (Taroda y Gibbs, 1882); (iv)!	 
Griseb.(BianchiyGibbs,2000)y(v)
	L.(LipowyWyatt,1999):




célulaendospermogénica (Ramos ., 2005)y (vii)"#  L.: enalgunosóvulos se
produceladescargadegametasperonoseproducelasingamia(Cope,1962).Finalmente,
en un primer estudio de caráctermorfogenético llevado a cabo en	 $ L.





En la familia Bignoniaceae se han estudiado los sistemas reproductivos de 28
especiesy sehadeterminado,queaexcepciónde%	 (KerGawl.)Miers





incompatibilidadováricao“lateacting selfincompatibility” (Bianchi#& 2005).Enel
restodelasespeciesnosehaestudiadoeltipodeautoincompatibilidadquepresentan.
SeaveyyCarter(1994)diferencianlaautoincompatibilidaddeaccióntardíadela
depresión por endogamia temprana porque esta última se desencadena por genes letales
recesivosqueseexpresanenelembrióny/oendosperma.Sinembargo,Nettancourt(2005)
consideraaamboscomounmismofenómeno;BittencourtySemir(2005)señalanquela
discriminación entre estos dos fenómenos es dificultosa y afirman que la auto
incompatibilidaddeaccióntardíahasidoatribuidafrecuentementeaespeciesenlascuales
noseharealizadotaldiscriminación.Enlamayoríadelosestudiosrelativosaestetipode
autoincompatibilidad, el sitio y naturaleza de la interrupción en el crecimiento del tubo
políniconohansidodefinidos.
Hasta el momento, en el género "





de los pistilos durante las primeras divisionesdel endosperma.Bittencourt . (2003),
también hallaron una respuesta semejante al analizar los eventos postpolinización en
pistilosautopolinizadosde Beauv.
En"#   la existenciadeautoincompatibilidad fue inferidasolamentea
partir del análisis de la formación de frutos (Torreta  ., 2002; Bittencourt y Semir,




incompatibilidad por el resultado de la formación o no de semillas y por estudios de
crecimientodeltubopolínico,peronoseconfirmasiseproduceladoblefecundación.
Con respecto a las causas que provocan este tipo de autoincompatibilidad, la
información es escasa o nula. Gibbs  # (2004) postulan que el rechazo de los tubos




En cuanto a la existencia de antecedentes en la familiaBignoniaceae referidos a
otrosaspectos relacionadoscon los temas tratadosen estecapítulo, cabeaquímencionar
por una parte, la ausencia de estudios referidos al estigma y estilo y por otra, a las
características embriológicas establecidas para la familia por Johri  # (1992). Con
respecto a las características embriológicas se puede mencionar: (i) óvulos anátropos a
hemianátropos, unitegumentados y tenuinucelares; (ii) tétradas tetraédricas (iii) saco
embrionario tipo % con antípodas persistentes hasta estadios tempranos del
desarrolloendospérmicoodevidaefímeray(iv)endospermadetipocelular.
La endospermogénesis que caracteriza a la familia, puede resumirse como sigue
(Govindu, 1950; Johri  ., 1992): el primer núcleo endospérmico se divide
transversalmentedandounacélulacalazalmáspequeñayunacélulamicropilarmáslarga
(estadode2células).Estaúltimasedividelongitudinalmenteparadardoscélulas(estado
de 3 células). En la tercera divisiónmitótica se produce una división longitudinal de la
célulacalazallacualpuedeonoestarseguidadeunaformacióndeparedcelular(estado4
celular o 3 celular, 4nucleado). Luego, enmuchas especies, las células micropilares se






En el género "

	, el desarrollo embriogénico y endospermogénico ha sido
estudiado en"# 			 (Bittencourt y Semir, 2005) y en"# 	
 y"  
(GibbsyBianchi,1993).EnlostrescasoscorrespondealdescriptoporJohri#(1992),
quearribasedetallócomocaracterísticodeBignoniaceae.
En el presente trabajo se abordaron aquellos aspectos referidos a la biología
reproductiva de "#   & "# 
 y "#  	 que están relacionados a los
procesosdelaautoincompatibilidadcomo(i)polinizacionescontroladas;(ii)crecimiento
del tubo polínico (velocidad de crecimiento y patrón de distribución de calosa) y (iii)
fecundación y (iv) endospermogénesis. Estos aspectos se analizaron tanto en el caso de














(i) caracterizar los eventos postpolinización a través de la formación de frutos,















 y"# 	 usando la pruebadeOsborn. (1988).Para
ello se colocó peróxido de hidrógeno al 10% sobre los estigmas y se observó si se









horas a 4ºC, lavados con agua desionizada por 30min, y postfijados con tetróxido de
osmio(SigmaO5500)al1%durante30min.Luegofueronlavadosnuevamenteconagua
desionizadaydeshidratadosenunaseriedeetanol, seguidosdeunaserieetanol/acetona
hasta llegar a acetona pura con cambios cada 30min. Finalmente fueron embebidos en
resina Spurr (Spurr Kit SigmaAldrich
®
 SPRLV N76442, V36304, D8165 DER736 y
D42562)segúnSpurr(1969).Seccionessemifinas(1Omaproximadamentedeespesor)y
ultrafinasparaMCCyMETrespectivamente,fueronobtenidasusandounultramicrótomo
(ReichertJung, Viena, Austria) y cuchilla de diamante. Las secciones semifinas fueron








Los estudios se realizaron con microcopía de campo claro (OLYMPUS BX 5,
Japón), microscopía electrónica de transmisión (ZEISS EM 109 Turbo, Wiesbaden,







acoplado a unmicroscopio PHILIPSXL30 ESEM (Eidove, Holanda). Se evaluaron por








 	 y "# 
 (ver 	 , Tabla 1). Se consideró la autopolinización y





polinizadores. Se decidió no cubrir las flores ya que previamente se comprobó que
pequeñosmovimientos de bolsas cobertoras producían daños en los pistilos lo que traía
aparejadoerroresinterpretativos.Debidoaello,seconsideraronmuestrastestigo,esdecir,
florescastradasynopolinizadas.Enantesis,seprocedióalapolinizaciónconpolenfresco
y/o conservado a 5º C en silicagel. Se utilizó polen de al menos 80% de viabilidad
analizado según la técnica de Greissl (1989). Se consideraron al menos 20 flores por
especieyportratamiento.














se presionó levemente. Se observaron conmicroscopio de epifluorescenciaOLYMPUS
BX 50 (Japón) con filtros de excitación y emisión de 330385 nm y 420 nm
respectivamente.









15 pistilos por tratamiento y por especie. Se consideraron también pistilos control, para
ellosetratarondeigualmaneraaunquesinlatinciónconelfluorocromoyseobservaron
bajofiltroultravioleta.
Se caracterizaron los tapones de calosa hallados en"#   # Se consideró
tapónlargocuandolalongituddelmismosuperabaalmenosunavezeldiámetro.Paraello












embebido en parafina (O' Brien y Mc Cully, 1981). Con el material fijado se hicieron
cortes seriados de 810 Vm utilizando un micrótomo rotatorio. Las secciones fueron














Losestigmasde"#  ,"# 	y"#
sonbífidosyelcontacto
físicoconlosmismosprovocaqueéstoscierrenmuyrápidamente.Laapreciaciónvisualde
los mismos en el momento de la antesis permite afirmar que carecen del brillo
característicodelosestigmashúmedos.
Laaplicacióndeperóxidodehidrógenoenlasdosfasesdedesarrolloestigmático
analizadas: ramas estigmáticas cerradas (1 día previo a la antesis) y abiertas (antesis),



















El estudio de los estigmas de "#   , "# 
 y "#  	 con
microscopíadecampoclaro,electrónicadebarridoydetransmisióndemostrósimilituden


























! %: Corte transversal de estigma de "# 




Se observó que dicha superficie receptiva está compuesta por una epidermis con
célulasespecializadas (Fig.3).Se identificarondos tiposdecélulas:papilaspropiamente
dichas y células nopapilosas Ambos tipos de células presentan una vacuola central y
citoplasmaperiférico.Haciael ápicede la papila, el citoplasma resultamás abundantey
másricoenorganelas.Enestazonasedetectóretículoendoplásmicorugoso,ribosomasy
mitocondrias con crestas abiertas (Fig. 4 a y b). La mayor parte del volumen celular
apareceocupadoporunaovariasvacuolasgrandes.
En la Fig. 4 c, d y e  semuestra la paredde la papila y citoplasmade lamisma
cuando el estigma se halla en estado receptivo. En esta etapa se detectó el inicio de un
proceso de autofagia, por el cual la vacuola incorpora porciones de citoplasma en su
interiorobservándosematerialelectrodensoenlavacuolaautofágica.
En elmomento de la antesis, sobre la superficie estigmática receptiva (papilas y


































de"#    detalle parte distal de papila de"# 
, 






















Las células nopapilosas son células redondeadas, con contenido citoplasmático
denso,ynumerosasvacuolasdediferentetamaño(Fig.5a).
Laepidermisnoreceptivadelasramasestigmáticasestácompuestaporcélulascon









El parénquima subyacente a la epidermis receptiva de los estigmas está formado
porcélulas redondeadasconvacuolasdedistinto tamaño,y separadasporunaabundante
matriz extracelular, por donde crecen los tubos polínicos hasta alcanzar el canal estilar
(Fig.6).Setratadecélulasconactivometabolismoycloroplastosconalmidón(Fig.6c).





































 detalle dematriz extracelular deposición de taninos en vacuola, 






















 Estigmas nopolinizados, estigmas autopolinizados y estigmas provenientes de
polinización cruzada de "#    fueron sometidos a los análisis mediante
microsonda dispersiva en energía (EDAX) a fin de obtener espectros de elementos
químicospresentesenlaspapilas.
EsimportanteaclararqueenlasFigs.7,8,9y10lospicoscorrespondientesalCy
O son característicos de todos los materiales biológicos y los picos que aparecen a la
derecha del Ca representan el Cr y Fe y son artefactos que corresponden a elementos
constitutivosdelaplatinadelmicroscopio.
En los estigmas nopolinizados, se detectó emisión de P, S,K yCa tanto en las
papilasdeestigmascerradoscomoenlasdeestigmasconramasestigmáticasexpandidas











energía (EDAX)depapilasde"#  .estigmacon ramascerradas estigma
conramasabiertas#

Luego de la autopolinización y polinización cruzada los patrones de emisión





también las intensidades de P y S aumentaron levemente (Fig. 8). En la polinización
cruzada la intensidad del Ca aumentó a los 2 DPP. También se identificó Mg que










las papilas estigmáticas, aunque en la polinización cruzada se detectó un aumento de la
emisióndeCa.
En las papilas autopolinizadas de un genotipo tetraploide (genotipo auto









































"#   Autopolinización  
 Genotipo1 50/0 0
 Genotipo2 30/1 13.3
 Genotipo3 30/0 0
 Polinizacióncruzada 50/36 72
 Sinpolinizar(control) 20/0 0
"#
 Autopolinización 40/0 0
 Polinizacióncruzada 28/10 35.7
 Sinpolinizar(control) 20/0 0
"# 	 Autopolinización 50/0 0
 Polinizacióncruzada 50/40 80




En la polinización cruzada la eficiencia reproductivamedida comoporcentaje de
fructificación fue de 72, 35.7 y 80% y para "#   , "# 
 y "#  	
respectivamente(Tabla1).






Las florescastradasnopolinizadasutilizadascomo testigono formaron frutosen






Cuando los individuos de "#   ,"# 
 y "#  	 fueron auto
polinizados se observó que, en su mayoría, los granos de polen se hidrataban, y luego
germinaban. Los numerosos tubos polínicos crecían a través del estilo formando un haz
compacto,llegabanalovarioypenetrabanenlosóvulosporlamicrópila.
En las Figs. 11, 12 y 13 se presenta la secuencia del crecimiento de los tubos






























































































































En las tres especies a pesar del crecimiento similar de los tubos polínicos en los
pistilosautopolinizadosyenlospistilosconpolinizacióncruzadasehallarondiferencias
en lo que respecta a la velocidad (Tabla 2). En los pistilos autopolinizados de 

		





























Especies Polinización 1DPP 2DPP 3DPP 4DPP

		
 Autopolinización 1 2 3 4
 Polinizacióncruzada 2 4  

	
 Autopolinización 2 3 4 
 Polinizacióncruzada 2 4  

	
 Autopolinización 1 2 4 
 Polinizacióncruzada 2 4  
1Germinación y crecimientode tubos polínicos en el estigma, 2 crecimiento de tubos










  Tapones de calosa en tubos polínicos de pistilos autopolinizados de 

		




númerode los taponestotalesendistintossectoresde lospistilosde
		auto







a polinización cruzada respectivamente. En la primera mitad del estilo los porcentajes
hallados fueron de 53.05 y 18.8% respectivamente.En el caso de la segundamitad del
estilo no se halló diferencia significativa entre la autopolinización y la polinización

























































  Polen de
 		, 1 DPAP (MET). 	 granos de polen cubiertos con
exudado, 








y básculas desarrolladas sobre una capa basal, la nexina, entre las cuales se deposita el

































  Corte transversal de estigma de
 
 		
 1 DPAP (MCC) 	 rama
estigmática con polen 




































creciendo a expensas de un tejido transmisor cuyo aspecto es claramente diferente del










La doble fertilización se produceentre los 4 y6DPAP.Eneste proceso, el tubo
polínicodescargasucontenidoenunadelassinérgidasatravésdelaparatofilar.Apartir
del momento de la descarga, la sinérgida receptora del tubo polínico se diferencia

























   Corte transversal de ovario de 
 		 4 DPAP (MCC). 	 Tejido
transmisoryparénquimaadyacente,
	 detallede tejido transmisory tubospolínicos, las
flechasindicanlostubospolínicos,	tubopolínicopenetrandoporlamicrópila,nótesela
sinérgida penetrada altamente picnótica, 	 saco embrionario con núcleos polares sin
fusionarynucleolos fusionados.
: tt: tejido transmisor,hv:hazvascular,p:























La doble fertilización da origen al cigoto, producto de la fusión de la célula
espermáticaconlaovocélula,yalacélulaendospermogénica,productodelafusióndela
otracélulaespermáticaconlacélulamedia(Fig.21b).
Se observó que la célula endospermogénica, inmediatamente luego de la
fecundación, se agranda y extiende alrededor del cigoto, consumiendo el almidón
almacenadopreviamenteeinicialasdivisionescelulares.
La orientación de las paredes celulares en las sucesivas citocinesis se produce
siguiendounprogramadedesarrollogenéticamenteestablecido.El primerciclomitótico
originaunacélulamicropilaryotracalazal,esdecir,laprimeraparedeshorizontal(Fig.21




dos hileras. En tanto las dos células calazales, características por su contenido denso se
transforman en células haustoriales. Es posible observar que dichas células presentan
características que son típicas de las células haustoriales como la presencia frecuente de
vacuolasyelconsiderableaumentodetamañodelnúcleo,elcualcontiene23nucleolos.
Es interesantedestacarun intercambioactivoentreel endospermay lahipóstasiseneste



























(MCC). 	 endosperma 2celular, 
	 endosperma 4celular, 	 endosperma 6celular, 	
endosperma 8celular. 
 s: sinérgida, h: hipóstasis, z: cigoto, ch: células
haustoriales,tp:tubopolínico.a,b,c,barras=2(m;d,barra=5(m.






 Se determinó la presencia de calosa en dicha zona cuando los óvulos







































proyecciones en sus paredes, 	 óvulo clarificado y teñido con el fluorocromo azul de
anilina, nótese la reacción positiva para calosa en la hipóstasis (MF).
 h:





por polinización cruzada y en la autopolinización. Estas observaciones demuestran que
hasta el momento de la abscisión no se detectan anormalidades en el desarrollo del
endosperma de
 		. Hasta ese momento, el cigoto se mantiene en estado de
reposoeindiviso.Enlapolinizacióncruzada,lasobservacionesalos12DPPdemostraron
queeldesarrollodelendospermaalcanzabaelestadode10a12células(Fig.23cyd).El
tejido de transmisión no se distingue observándose el desarrollodel tabique (Fig. 23 b).
Hastaesemomento,elcigotosemantieneenestadodereposoeindiviso.
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  Corte transversal de ovario de 
 		, 12 DPPC (MCC). 	 vista
general ovario, 













































	 detalle tejido transmisory tubos polínicos, las flechas indican
los tubospolínicos.







































  Corte transversal de óvulos de 














cortes de óvulos autopolinizados en estados 2, 4, 6 y 8celular del desarrollo
endospérmico. La diferencia que se detectó con 











































Las células haustoriales son aguzadas hacia la zona calazal e intensamente
picnóticas (Fig. 27 a). En estadosmás avanzados se observa que crecen a expensas del



































en contacto con la nucela. 




























En la fecundación cruzada, a los 3 DPP, el endosperma había alcanzado un
desarrollo igual (8celular) o mayor (10celular) y el cigoto se mantenía en reposo e





























  Corte transversal de óvulos de 
 	 6 DPAP (MCC). 	 tubo
polínicopenetraporlamicrópilaydescargasucontenidoenlasinérgida,
	endosperma6
celular, 	 endosperma 8celular. 










































técnica del peróxido de hidrógeno que indica actividad enzimática y que también usan






esta reacción también fue positiva lo que indica que en este tiempo las enzimas están
activasylosestigmaseranreceptivos.
HeslopHarrisonyShivana(1977)ensusestudiossobrelasuperficiereceptivade
los estigmas de las Angiospermas, reconocen dos grandes categorías: estigmas secos y
húmedos, en el primer caso presentanmuy poca o nula secreción a lamadurez y en el
segundounfluidoconspicuoenlasuperficie.Apesarqueenlasespeciesaquíestudiadas
no se observó el brilloque caracteriza los estigmas húmedos, con elMET se detectó la














está presente y las papilas se muestran dispuestas esparcidamente; por el contrario, en
plantasquenoproducenfrutos laspapilasestánsecasysedisponendeformacompacta.
En el presente estudio se observó que la superficie receptiva de los estigmas está
constituida por dos tipos de células, papilosas y no papilosas que alternan entre sí.
Asimismoseencontróquelosgranosdepolensiempreseasocianalascélulaspapilosas.
Las papilas son células vacuoladas con el citoplasma periférico. En sus










polarización del citoplasma encontrada en Commelinaceae, en , y ahora en
mereceríainvestigacionesposterioresaesteestudio.





 	 (Thunb.) Matsum & Nakai por Sedgley (1981) ya que
asocian la presencia de dictiosomas y retículo endoplásmico rugoso al exudado
estigmático. Este ha sido el primer reporte sobre las características de las papilas







receptividad estigmática. En el caso demutantes de 
 	 Schur. (	!),
que presentan defectos en la pared celular y en lamembrana plasmática de las papilas,
éstas últimas son cortas y la mutante, infértil (Edlund 
 	. 2004). También, Singh y
Chauhan (1996) mencionan que en 
 
 las papilas estigmáticas son más cortas en
períodosenloscualeslasplantasnoproducensemillas.Sehaprobadoenexperimentosde
ablación de las papilas en 
  L. que ellas son indispensables para que se
produzcalapolinización(KangyNasrallah,2001).
 La demostración del proceso de autofagia del citoplasma hallado en las papilas
cuando el estigma está en estado receptivo revela un mecanismo por el cual la célula
degradaomovilizasusnutrientes.SegúnVanDoornyWoltering(2005),laautofagiaestá
relacionada a la muerte celular programada y tiene al menos dos funciones, salva a la














primer reporte en la familia Bignoniaceae. Luego de la polinización, se observó un
aumentodelaemisióndeK,dichoaumentopodríaestarasociadoalmovimientodeagua







 L. lo que permite la polinización y posterior









L. seproduceunaumentode laseñaldelCa luegode la
autopolinización.
El hecho de que los pistilos autopolinizados de 
 		, 
 	 y 

	nodesarrollenenfrutos reflejaque las tresespeciessonautoincompatibles.
Enestetrabajo,unúnicofrutoseobtuvoenunodelosgenotiposde
		.Enla
misma especie, Bittencourt y Semir (2005), en su estudio sobre biología floral en
Bignoniaceae,habíanencontradoungenotipoenelque28.9%defloresautopolinizadas
producían frutos. Aquí cabe destacar que algunos factores, tales como las altas
temperaturas podrían contribuir para superar la autoincompatibilidad, lo cual
probablemente podría atribuirse al hecho de que algunos inhibidores del crecimiento del
tubo polínico son inactivos cuando las plantas son expuestas a temperaturas altas (Van
Tuyl, 2005). Por otra parte, Lipow y Wyatt (1999) afirman que los sistemas de auto
incompatibilidadraramentesonabsolutosyaquelosestudiosgenéticosamenudorevelan
plantasfértilesenalgunasespeciesreconocidascomoautoincompatibles.Por talmotivo,
no sería correcto afirmar que 







fue de 72, 35.7 y 80% en
 		,
 	 y
 	 respectivamente. A












este estudio pueden atribuirse a que las polinizaciones se realizaron en condiciones de
invernáculoyconcontrolde temperatura,diferenteentoncesa lascondicionesdecampo
enquefueranrealizadoslostrabajosantesmencionados.
Las observaciones del crecimiento del tubo polínico en pistilos autopolinizados
revelaron que la interrupción del crecimiento de los mismos en las tres especies aquí
estudiadastienelugarluegodelapenetraciónenlosóvulos.Apesardeellosedetectóun
retraso en la velocidad de crecimiento de los mismos con respecto a la polinización
cruzada.Dichadiferenciatambiénfueevidenteenlosestudiosen
realizadospor
Gibbs y Bianchi (1999) y en "  var. #	 (Rydb.) Rosend.,
Butters&Lakela(RabeySoltis,1999).
Por otra parte, se halló en 
 		





que estamayor deposición de calosa en los taponesde los tubos en la autopolinización
seríalaposiblecausadelretrasodelavelocidaddecrecimientodelosmismos.Lamayor
cantidad de estos tapones largos en la autopolinización evidencian las diferencias en la
capacidad de crecimiento de los tubos en cada zona evaluada del pistilo. Las





 	 Link&Otto (Lush yClarke, 1997) los
tubos polínicos en cruzamientos incompatibles fueron caracterizados por deposición
diferencialdecalosaenlasparedesyporlapresenciadetaponesmáscercanosentreellose
irregularmenteesparcidos.




Slooten (Kenta 	 2002) y en
" var.#	 (Rydb.)Rosend.,
Butters & Lakela (Rabe y Soltis 1999). En%
  los autores señalan que en la
polinizacióncruzadalaproporcióndetubospolínicosqueentranalestiloes1.72.3mayor
queenlaautopolinización,loqueindicaríaunaautoincompatibilidadparcialenelnivel
de estigma. La presencia casi exclusiva de tapones largos en tubos polínicos de 

		 en los estigmas de pistilos autopolinizados podría estar indicando un




  se estimó mayor cantidad (50 %) de tubos polínicos en el
ovarioenlapolinizacióncruzadaqueenlaautopolinización.Enlasespeciesestudiadas,
no fue evidente una diferencia conspicua en lo que respecta a la cantidad de tubos
polínicosque llegana losóvulosde lospistilosautopolinizadoscon respectoaaquellos





 	 (1999) observaron que en $
  L. la auto
incompatibilidad, primeramente descripta como ovárica, opera precigóticamente
presumiblemente por la ausencia de un estímulo adecuado de los tubos polínicos que






descripta para  en este estudio, podría estar, al igual que en$, regida
tambiénporuntipodecontrolprecigótico.
Esta característica diferencial en la deposición de calosa y la diferencia en la
velocidaddecrecimientodelostubospolínicosenlapolinizacióncruzadaconrespectoa
la autopolinización pueden apoyar, al menos en parte, la hipótesis de que existe una
interacción entre el tubopolínicoy el pistiloen. Los estudios realizadosen el
géneroMill.porGibbs
	(2004)señalanlaposibleexistenciadeunmecanismo
de interacción entre los tubos polínicos y el pistilo utilizando técnicas de polinizaciones
 (autopolinización seguidadepolinización cruzada a intervalos regulares) y&
(autopolinización y polinización cruzada conjuntamente). Estudios de este tipo serían
interesantes para el género  aunque son de difícil ejecución ya que, una vez
realizadalaprimerapolinización,elestigmaalserretráctil,cierrasusramaseimpidenla
realizacióndeunasegunda.























endosperma alcanza un desarrollo máximo de 8células. En ningún caso se detectaron
síntomas de malfuncionamiento por lo que la doble fecundación y el desarrollo del
endospermanoparecenserlacausadelabortoqueseproduceenestosestados.
Elestadouniformededesarrolloembrionarioydelendospermaenelmomentode
la abscisión floral y la caída de las flores en idéntico estado de desarrollo da indicios
suficientesparadistinguirque se tratadeunsistemadeautoincompatibilidadqueno se
puede confundir con la depresión por endogamia. El aborto surgido por depresión por
endogamia no se produce en un único estado crítico de desarrollo sino ocurre en una
variedaddeestadosquesiguenaladoblefecundación(Sage
	1999).Estosresultados








mecanismos asociados a la autoincompatibilidad que operan también en el estigma y
estilo.Sobrelabasedeestasobservaciones¿sepuedeafirmarquelaautoincompatibilidad
deaccióntardíasegúnSeaveyyBawa(1986)esuncasoespecialdeautoincompatibilidad
gametofítica? FranklinTong y Franklin (2003) afirman que a pesar que la auto
incompatibilidad gametofítica está presente en 6090 familias, sólo dos sistemas están







en lamayoríade las familiasno sehaestudiadoelsistemadeautoincompatibilidadque
presentan.Esteestudioproponequeenexistealgúntipodeseñalizaciónentreel
tubopolínicoyelpistiloquehacequelostubospolínicosenlaautopolinizacióncrezcan
más lentamente y se produzca en ellos mayor deposición de calosa. Ambos procesos

















































La	 poliploidización	 es	 una	 herramienta	 muy	 utilizada	 en	 el	 mejoramiento	 de	
plantas	ornamentales.	Los	 efectos	morfológicos	y	 fisiológicos	de	 la	 poliploidía	varían	
en	los	distintos	materiales.	Uno	de	los	efectos	más	comunes	es	el	aumento	del	tamaño	
de	 los	 órganos,	 lo	 que	 permite	 que	 sean	 más	 frondosos	 y	 vigorosos	 que	 sus	
correspondientes	 diploides.	 En	 el	 mejoramiento	 de	 las	 plantas	 ornamentales,	 la	
poliploidía	 ha	 permitido	 la	 obtención	 de	 individuos	 de	 forma	 más	 compacta	 por	
reducción	 de	 la	 longitud	 de	 los	 entrenudos,	 con	 flores	 más	 grandes,	 de	 colores	 más	
intensos,	 y	 con	 un	 período	 de	 floración	 más	 prolongado.	 Entre	 otros	 ejemplos,	 cabe	
mencionar		 




genotipos	 con	 flores	 más	 grandes	 y	 de	 colores	más	 intensos.	 En		 	
(Raf.)	Schinders,	las	plantas	tetraploides	tienen	tallos	más	gruesos	lo	que	permite	mejor	




alélicas	 y	 diversas	 combinaciones,	 siendo	 así	 una	 fuente	 de	 variación	 importante	 en	
planes	de	mejoramiento	(Horn,	2002).	
En	 el	 caso	 de	 las	 plantas	 leñosas,	 la	 inducción	 de	 la	 poliploidía	 ha	 sido	 poco	
abordada	debido	al	largo	período	juvenil	que	en	general	las	caracteriza	(Väinölä,	2000).		
La	obtención	de	poliploides	es	encarada	también	como	un	paso	intermedio	para	




	 L.	 	 L.	 y	 	 	 L.	 Sin	 embargo,	 esta	 técnica	 no	 ha	 sido	 muy	
difundida	porque,	en	general,	los	cruzamientos	entre	especies	diploides	y	tetraploides	no	
han	sido	muy	exitosos	(Horn,	2002).		
Un	 valor	 adicional	 de	 la	 obtención	 de	 poliploides	 es	 la	 pérdida	 de	 la	 auto>
incompatibilidad	a	través	de	alteración	de	ciertos	sistemas,	aún	no	elucidados	desde	el	







los	 golpes	 de	 frío	 o	 calor	 conducen	 a	 veces	 a	 la	 duplicación	 cromosómica	 (Allard,	
1980).		
El	 agente	 poliploidizante	 más	 popular	 y	 más	 exitosamente	 utilizado	 es	 la	
colchicina.	La	 colchicina	 es	 un	 alcaloide	que	 se	obtiene	de	 los	 cormos	de	

	
	 L.	ara	 que	 sea	 efectiva	 debe	mantenerse	 en	 una	 concentración	 crítica.	 Si	
dicha	 concentración	 se	mantiene,	 la	 duplicación	 cromosómica	 puede	 repetirse;	 por	 el	
contrario,	 si	 su	aplicación	 se	 interrumpe	vuelve	a	formarse	el	huso	 (Allard,	1980).	La	
colchicina	actúa	inhibiendo	 la	polimerización	de	la	 tubulina	y	de	este	modo	 impide	 la	
migración	de	los	cromosomas	en	anafase.	Según	Hancock	(1997)	más	de	150	especies	
han	 sido	 poliploidizadas	 utilizando	 la	 colchicina	 como	 mutágeno.	 También	 se	 han	

























	 Los	 experimentos	 se	 realizaron	 a	partir	 de	 semillas	provenientes	de	 individuos	










con	 agua	 destilada	 y	 un	 papel	 por	 encima	 de	 las	mismas.	A	 los	 20	 días	 se	 evaluó	 la	
cantidad	de	semillas	germinadas	y	se	repicaron	a	bandejas	alveoladas	(plugs)	en	sustrato	












tomaron	 muestras	 de	 hojas	 de	 0.5	 cm2	 aproximadamente	 de	 todas	 las	 plántulas	
obtenidas.	Los	trozos	de	hojas	fueron	cortados	con	una	hoja	de	afeitar	sobre	un	buffer	
de	extracción	(Otto	buffer	1)	que	consistió	en	0.1	M	de	ácido	cítrico	monohidratado	y	
0.5	 %	 de	 tween	 20	 (Otto,	 1990).	 La	 suspensión	 que	 contenía	 los	 núcleos	 libres	 fue	





Como	 resultado	 complementario,	 se	 midió	 el	 largo	 y	 ancho	 de	 estomas	 con	




hojas	 maduras	 con	 una	 pinza	 de	 punta	 fina	 (previo	 corte	 superficial),	 y	 el	 tejido	 se	













de	 la	 cosecha.	 ara	 ello,	 las	 semillas	 se	 sembraron	 sobre	 vermiculita	 húmeda,	 se	
cubrieron	con	bolsas	de	nylon	y	se	colocaron	en	cámara	a	25	±	2	º	C.		
Se	 caracterizó	 el	 crecimiento	 de	 los	 tubos	 polínicos	 en	 los	 cruzamientos	 entre	
individuos	 con	 diferente	 nivel	 de	 ploidía	 y	 en	 la	 auto>polinización	 con	 el	 uso	 del	









ara	el	caso	de	!		 también	se	cultivaron	 las	plantas	 triploides	obtenidas	a	
oliploidía	
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partir	 del	 cruzamiento	 entre	 individuos	 diploides	 y	 tetraploides.	 Se	 evaluaron	 las	
características	morfométricas	de	las	flores:	diámetro	mayor	y	menor	de	la	corola,	largo	
y	 ancho	 del	 tubo	 corolino	y	 grosor	de	 los	 pétalos.	ara	ello	 se	 utilizó	 un	 escalímetro	
digital	(Mitutoyo,	Japón).	Se	evaluaron	10	flores	por	planta.		
Se	 midió	 la	 altura	 de	 las	 plantas	 con	 distinto	 nivel	 de	 ploidía	 en	 diferentes	
períodos	de	crecimiento.	
Se	 evaluó	 el	 color	 de	 las	 hojas	maduras	 con	 un	 colorímetro	 (Minolta	Chroma	
Meter	CR>321,	Japón)	por	lectura	directa	de	los	valores	a	y	b.		
























































"  !Cantidad	 relativa	 de	ADN	en	 una	 plantas	 diploide	 y	 una	 tetraploide	 de	!	
	 obtenida	 por	 densitometría	 de	 flujo.	 En	 la	 abscisa	 está	 representada	 la	























0.00	 96	 96	 0	 0	 0	
0.05	 92	 92	 0	 0	 0	
0.10	 94	 94	 0	 0	 0	
0.20	 85	 84	 0	 0	 1	



























2&	 4&	 8&	 2&	+	4&	 Semillas	
muertas	
0.0/24	hs	 93	 93	 0	 0	 0	 7		
0.2/24	hs	 54	 49	 1	 0	 4	 46	
0.4/	24	hs	 37	 29	 4	 0	 4	 63	
0.6/24	hs	 47	 37	 6	 1	 3	 53	
0.0/48	hs	 93	 93	 0	 0	 0	 7	
0.2/48	hs	 41	 38	 0	 3	 3	 59	
0.4/48	hs	 44	 25	 11	 8	 8	 56	




" #!Cantidad	 relativa	 de	 ADN	 en	 una	 planta	 diploide	 y	 una	 tetraploide	 de	!	

	 obtenida	 por	 densitometría	 de	 flujo.	 En	 la	 abscisa	 está	 representada	 la	
fluorescencia	 relativa	 (escala	 lineal,	 arbitraria)	 y	 en	 la	 ordenada	 el	 número	 de	 células	
contadas.	
	
El	 tamaño	 de	 los	 estomas	 para	 el	 caso	 de	 !	 











Especie	 Nivel	de	ploidía	 Largo	(Qm)	 Ancho	(Qm)	
!		 4	&	 3.02	±	0.16	a	 2.24	±	0.22	a		
	 2	&	 2.58	±	0.15b		 1.77	±	0.06	b	
!	
	 4	&	 3.03	±	0.16	a	 2.03	±	0.17	a	






Los	 cruzamientos	 realizados	 entre	 individuos	 con	 diferente	nivel	 de	 ploidía	 se	
presentan	en	la	Tabla	4.	Fue	posible	la	obtención	de	individuos	triploides	a	partir	de	los	
cruzamientos	 entre	 individuos	 diploides	 y	 tetraploides	 de	 !	 .	 El	
cruzamiento	recíproco	no	produjo	descendencia.		
El	análisis	del	nivel	de	ploidía	utilizando	densitometría	de	flujo	se	presenta	en	la	
Fig.	 3.	El	 pico	correspondiente	a	 las	 plantas	 triploides	ocupó	una	posición	 intermedia	
entre	los	picos	de	las	plantas	diploides	y	tetraploides.	
	 La	auto>polinización	en	el	nivel	diploide	no	produjo	frutos	a	diferencia	del	nivel	
tetraploide,	 donde	 se	 obtuvieron	 20	 frutos	 a	 partir	 de	 las	 30	 flores	 que	 fueron	 auto>
polinizadas	(Tabla	4).	











en	 la	 tabla	5.	El	porcentaje	de	germinación	de	 las	semillas	obtenidas	en	el	 caso	de	 la	
auto>polinización	del	genotipo	tetraploide	y	en	los	cruzamientos	entre	plantas	diploides	
y	 tetraploides	 fue	 de	 44.2	 %	 y	 15.8	 %,	 respectivamente.	 En	 el	 primer	 caso	 la	
oliploidía	
	 																																																																																																																																														75																																																




















" $:	 Cantidad	 relativa	 de	 ADN	 en	 una	 plantas	 diploide,	 una	 triploides	 y	 una	
tetraploide	 de	 !	 	 obtenida	 por	 densitometría	 de	 flujo.	 En	 la	 abscisa	 está	











polínicos	 crecieron	 hasta	 el	 ovario	 aunque	 se	 presentaron	 tortuosos	 (Fig.	 4	 b).	 Se	
observaron	anormalidades	en	el	crecimiento	tales	como	la	penetración	de	varios	 tubos	

















































de	 los	18	meses	de	cultivo,	mientras	que	 las	plantas	diploides	alcanzaron	su	 floración	
entre	los	8	y	12	meses.		
El	 tamaño	 de	 las	 flores	 de	 los	 individuos	 tetraploides	 y	 sus	 contrapartes	

























Horizontal		 Largo	 Ancho	 	
2&	 4.3	a	 4.0	a	 4.5	a	 1.9	a	 0.2	a	
3&	 5.1	a	 4.8	a	 5.8	b		 2.3	b	 0.3	b	

























maduras	 de	 plantas	 con	 los	 tres	 niveles	 de	 ploidía.	 El	 color	 de	 las	 hojas	 de	 plantas	
tetraploides	fue	de	un	verde	más	intenso	que	sus	contrapartes	triploides	y	diploides.	Es	






























ploidía.	 A	 los	 nueve	 meses	 de	 cultivo	 se	 detectaron	 plantas	 con	 yemas	 florales	
diferenciadas	en	los	individuos	diploides,	triploides	y	tetraploides	(Tabla	7).		
La	altura	de	las	plantas	tetraploides	fue	significativamente	menor	que	el	de	sus	


























Las	 plantas	 triploides	 presentaron	 variabilidad	 en	 cuanto	 a	 la	 viabilidad	 del	
polen.	 Se	 hallaron	 individuos	 estériles	 aunque	 también	 algunos	 de	 ellos	 presentaron	
viabilidad	 entre	 20	 y	 60	 %.	 En	 la	 Fig.	 9	 se	 muestran	 fotografías	 del	 polen	 de	 dos	
individuos	triploides	de	!	.	La	tinción	empleada	permitió	claramente	definir	
el	 polen	 viable	 coloreado	 de	 verde	 intenso	 y	 el	 inviable	 de	 color	 rojo.	Es	 importante	
aclarar	que	 esta	 técnica	usa	dos	 fluorocromos	que	permiten	contrastar	 el	 polen	viable	
del	no	viable.	El	fluorocromo	diacetato	de	fluoresceína	atraviesa	las	membranas	intactas	
de	 los	granos	de	polen,	 la	esterasa	citoplasmática	 la	hidroliza	y	 libera	 fluoresceína,	 la	
cual	es	fluorescente.	De	esta	manera	los	granos	de	polen	viables	se	observan	verdes	o	
amarillos	 usando	microscopio	 de	 fluorescencia	 (Shivanna	 y	Rangaswamy,	 1992).	 or	























	 Hasta	 los	 15	 meses	 de	 cultivo,	 las	 plantas	 diploides	 y	 tetraploides	 de	 .	

	 no	 alcanzaron	 la	 etapa	 reproductiva	 por	 lo	 que	 se	 presentan	 solamente	
datos	morfológicos	referidos	al	estado	vegetativo.	

























































técnica	 de	 aplicación	 masiva,	 puesto	 que	 la	 misma	 a	 menudo	 produce	 retraso	 de	 la	
floración	(Väinölä,	2000).	ero	aquí	fueron	seleccionados	 los	materiales	que	florecían	
en	estados	tempranos	del	desarrollo,	y	por	ende,	se	pudieron	evaluar	en	los	poliploides	
de	 !	 	 los	 efectos	 del	 tratamiento	 con	 colchicina	 sobre	 las	 características	
florales	de	interés	ornamental.	
Los	 genotipos	 poliploides	 fueron	 seleccionados	 en	 estado	 de	 plántula	 y	 la	
metodología	utilizada	fue	la	densitometría	de	flujo.	Este	es	un	método	muy	efectivo	de	
evaluación	de	la	cantidad	relativa	de	ADN	por	su	exactitud,	conveniencia,	simplicidad	y	





de		 debido	 a	que	permitió	 obtener	 genotipos	 con	 hábito	 de	 crecimiento	más	
compacto	 en	 ambas	 especies	 tal	 como	 lo	 habían	 reportado	 Rose	 	 !	 (2000)	 para	
	 	 Hope.	 Además,	 las	 plantas	 tetraploides	 de	 !	 	 y	 !	

	 presentaron	 hojas	 de	 color	 verde	 más	 intenso	 lo	 que	 permite	 mayor	
contraste	con	las	flores,	característica	importante	para	la	creación	varietal.	
El	cruzamiento	entre	 individuos	de	!		con	distinto	nivel	de	ploidía	







Algunos	 individuos	 triploides	 resultaron	 estériles.	 Estos	 materiales	 ameritan	
futuras	evaluaciones	debido	a	la	posibilidad	de	obtener	variedades	que	presenten	mayor	
longevidad	 floral.	 En	 el	 caso	 de		 L.	 la	mayoría	 de	 las	 variedades	 del	 grupo	
“Elatior”	son	de	origen	triploide,	estériles	y	se	caracterizan	por	la	prolongada	duración	
de	 sus	 flores	 (Hvslef>Eide	 y	 Munster,	 2006).	 Armitage	 	 !	 (2003)	 mencionan	 la	
excelente	 longevidad	 de	 las	 variedades	 triploides	 de	 	L.	 Según	 Rogers	 (2006)	 la	
polinización	 es	 uno	 de	 los	 desencadenantes	 de	 la	 senescencia	 de	 los	 pétalos,	 la	 cual	
inicia	una	serie	de	eventos	fisiológicos	asociados	a	los	reguladores	de	crecimiento.	En	









auto>polinizó	 el	 genotipo	 tetraploide.	 Según	 Nettancourt	 (2005),	 los	 tetraploides	
inducidos	 a	 partir	 de	 diploides	 con	 auto>incompatibilidad	 gametofítica	 usualmente	
arrojan	 fenotipos	 auto>compatibles.	 En	 el	 caso	 de	 )	 (género	 con	 auto>
incompatibilidad	gametofítica),	 la	autofecundación	es	común	en	cultivares	 tetraploides	
(Rajapakse		!	2001).	Goldz		!	 (2000)	afirman	la	ruptura	de	la	incompatibilidad	
gametofítica	 en	 plantas	 tetraploides	 que	 son	 heterocigotas	 en	 el	 locus	 S.	 En	


	 #	 (L.)	 Mill.,	 Chawla,	 	 !	 (1997)	 demuestran	 que	 la	 auto>




La	 ruptura	 de	 la	 auto>incompatibilidad	 en	 el	 genotipo	 tetraploide	 obtenido	 en	
,	 proporciona	 las	 bases	 para	 sugerir	 que	 la	 auto>incompatibilidad	 de	 acción	
tardía	 es	 un	 tipo	 de	 auto>incompatibilidad	 gametofítica.	 Varios	 reportes	 discuten	 las	
diferencias	entre	este	tipo	de	auto>incompatibilidad	y	la	depresión	por	endogamia	pero	
























































































































































































































































































































































































































































































 L.,  L. 
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